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摘要 :【 目的】 本 研究 克隆 亚洲 玉米 时 Ostrinia furnacalis 卵黄 原 蛋 白 (vitellogenin，Vg) 基 因 ,分 析 其 
表达 模式 , 旨 在 探究 UV-A 胁迫 对 亚洲 玉米 蝇 Vg 基因 表达 及 生殖 力 的 影响 。【 方 法 ] 采 用 RT-PCR 
fe RACE 技术 克隆 亚洲 玉米 蜡 Ve 基因 的 全 长 ,并 用 生物 信息 学 方法 分 析 其 特征 ;利用 RT-qPCR 检 
测 亚洲 玉米 量 不 同 发 育 阶 段 ( 卵 .1 -5 282 xk MERN R) ERROR SL BAR RRR IME P 
肠 和 脂肪 体 ) 中 和 坎 成 下 在 UV-A 胁迫 不 同时 间 (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5,3, 3.5 和 4 了 上) 下 该 基因 
的 相对 表达 量 。 测 定 UV-A 照射 不 同时 长 (0, 1, 2, 3 和 4 hd) EENKEER REAA F 代 
RARI, [AR] EAER EHAKE Ve 基因 的 序列 ,命名 为 OfVg (GenBank 登录 号 : 
MK782978) 。 该 基因 全 长 5 760 bp, 开 放 阅 读 框 (ORF) 长 5331 bp, 编 码 1776 个 氨基 酸 , 蛋 白 相 对 
分 子 量 为 202. 10 kD, 等 电 点 为 9.06。0fVg 包含 Vg-N, DUF 1943D 和 VWD 3 个 功能 结构 域 ,无 跨 
膜 区 结构 。 系 统 发 育 分 析 表 明 ,OfVg 与 鳞 翅 目 其 他 昆虫 的 Vg 的 亲缘 关系 最 近 。 发 育 表达 谱 表 明 ， 
OfVg 基因 在 唑 成 时 中 表达 量 显著 高 于 其 他 冷 期 的 表达 量 , 且 在 肉 忠 羽化 24h 时 OfVg 表达 量 最 高 ; 
组 织 表达 谱 表 明 ,0fVg 基因 在 峻 成 虫 脂肪 体 中 特异 表达 。UV-A 照射 能 诱导 肉 成 虫 OfVg 的 表达 ， 
随 着 照射 时 间 的 延长 ,其 表达 量 先 下 降 再 快速 上 升 ,在 照射 3.5 h 时 其 表达 量 最 高 ,然后 又 降 ;UV- 
A 处 理 1, 2 和 3 h/d 睁 成 虫 的 产 卵 量 显著 增加 , 且 下 | 代 幼 虫 发 育 历 期 显著 延长 。【 结论 ] OfVe X 
因 在 亚洲 玉米 坚 不 同 发 育 阶 段 、 肉 成 忠 不 同 组织 中 和 UV-A 照射 不 同时 间 的 峻 成 虫 中 差异 表达 。 
本 研究 为 深入 研究 UV-A 胁迫 对 亚洲 玉米 蜡 发 育 和 繁殖 的 影响 黄 定 了 基础 。 
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Cloning and expression profiling of vitellogenin gene and its response to 


UV-A stress in Ostrinia furnacalis ( Lepidoptera: Crambidae) 
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Laboratory for Agricultural Pest Management of the Mountainous Region, Institute of Entomology, 
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550081, China) 

Abstract: [Aim] This study aims to explore the effects of UV-A stress on the vitellogenin ( Vg) gene 
expression and fecundity of the Asian corn borer Ostrinia furnacalis by cloning Vg and analyzing its 
expression pattern. [Methods] The full-length cDNA of Vg gene was cloned from O. furnacalis with RT- 
PCR and RACE techniques and analyzed by bioinformatic methods. The relative expression levels of Vg 
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gene in different developmental stages (egg, 1st —5th instar larva, pupa and adult), different tissues 
(head, leg, cuticle, ovary, midgut and fat body) of female adults, and female adults of O. furnacalis 
exposed to UV-A for different time (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 and 4 h) were detected by RT- 
qPCR. The reproduction and development of the F, generation of O. furnacalis adults after exposure to 
UV-A for 0, 1, 2, 3 and 4 h/d were measured. [Results] The complete sequence of Vg gene from O. 
MK782978). Its full-length cDNA 


encoding 1 776 amino acids with the 


furnacalis was cloned and named as OfVg ( GenBank accession no. : 
is 5 760 bp and contains a 5 332 bp open reading frame ( ORF), 
predicted molecular weight of 202. 10 kD and isoelectric point of 9. 06. OfVg contains three functional 
domains (Vg-N, DUF 1943D and VWD) but has no transmembrane region. The phylogenetic analysis 
showed that OfVg was most closely related to Vg proteins of other lepidopteran insects. Developmental 
expression profiling showed that the expression level of OfVg in female adult was significantly higher than 
reaching the peak in 24 h-old female adult. Tissue expression 


UV-A stress 


with the expression level decreasing firstly and then 


those in other developmental stages, 
profiling revealed that OfVg was specifically expressed in the fat body of female adults. 
induced the expression of OfVe in female adults, 
increasing with the increase of exposure time, reaching the maximum at 3. 5 h post exposure to UV-A, 
and then decreasing abruptly. When the adults were exposed to UV-A for 1, 2 and 3 h/d, their fecundity 
increased, and the developmental duration of larvae of F, generation was prolonged significantly. 
[ Conclusion] The expression level of OfVg varies in different developmental stages, different tissues of 
female adults and female adults of O. furnacalis exposed to UV-A for different time. This study lays a 
foundation for further studying the effect of UV-A stress on the development and reproduction of O. 


furnacalis. 


Key words: Ostrinia furnacalis; vitellogenin; gene cloning; expression profile; UV-A stress 








Bp iE JE SE H (vitellogenin, Vg) 由 脂肪 体 合成 ， 免疫 力 并 参与 免疫 启动 ( Havukainen et al., 2011; 
特异 存在 于 性 成 熟 的 卵 生动 物 雌性 血液 中 的 一 种 蛋 Harwood et al., 2018) 等 功能 。 
F1 ,是 卵黄 磷 蛋 白 (vitelln，Vt) 的 前 体 ( 李 继 莲 等 ， 趋 光 性 是 众多 夜行 性 昆虫 的 一 个 重要 生态 学 特 








2012) 。 昆 虫 Vg 具有 几 个 保守 结构 域 ， 
N 末端 的 多 聚 丝 氮 酸 区 ,其 被 认为 是 合适 的 丝氨酸 
磷酸 化 位 点 (Tufail and Takeda, 2008) 。 




















最 显著 的 是 fE 
具有 趋 光 性 ( 靖 湘 峰 等 ，2005 ; 
练 , 2016) 。 郭 虹 

















作为 昆虫 


o BHU H . 半 翅 目 和 畏 怒 目 等 多 种 昆虫 的 成 虫 都 
唐 良 德 等 , 2016; 徐 
等 (2012) 和 王 林 聪 等 (2016) 研究 








卵黄 发 生 的 关键 物质 ,Vg 是 具有 明确 生理 功能 的 蛋 
白 ,最 重要 的 特点 是 能 为 豚 胎 发 育 提 供 氨 基 酸 、 脂 肪 
和 维生素 等 ( Giorgi et al., 1999) 。 近 年 的 研究 则 表 
Hj Vg 具有 多 种 生物 学 功能 ,例如 灰 飞 乱 Laodelphax 
striatellus 的 Vg 被 水 稳 条 纹 病 毒 (RSV ) 利用 而 参与 
其 复制 ,在 传递 RSV 过 程 中 起 着 关键 作用 (Huo et 




















表明 ,用 UV 诱 虫 灯 诱 集 农林 业 害虫 的 效果 显著 , 且 
敏感 波长 均 集 中 在 UV-A (320 ~ 400 nm) 波 段 。 在 
农业 生产 中 ,以 UV-A 为 主要 波段 的 诱 虫 灯 普 遍 用 
于 害虫 的 预测 预报 及 物理 防 控 。 另 一 方面 , UV-A 
辐射 能 够 破坏 生物 的 DNA 结构 ,导致 基因 突变 等 ， 
给 生物 生存 构成 一 种 环境 压力 , 即 UV-A 对 昆虫 而 

















al., 2014) ,Z&f& Bombyx mori 的 Vg 能 抑制 细菌 的 繁 
JH (Singh et al., 2013) , Vg 还 可 以 作为 酶 的 载体 发 
TETEHI C£ A7, 2010) 4. Vg 在 东方 蜜蜂 Apis cerana 
等 社会 性 昆虫 中 也 有 具 有 多 重 特殊 功能 ,因此 被 称 为 
“多 效 性 蛋白 ”( Nelson et al., 2007) , Vg 除 与 个 体 的 
生理 特点 ` 行 为 反应 和 寿命 等 差异 有 关外 ( 严 盘 等 ， 
2010) , 还 涉及 蜜蜂 的 气候 适应 (Amdan et al., 
2005) 激活 卵 梨 (Koywiwattrakul and Sittipraneed, 
2009) .社会 行为 调节 ( Miinch et al., 2015) 和 可 增强 














言 也 是 一 种 环境 胁迫 因子 (Kuhlmann and Mülle, 
2010; Wolfie et al., 2011; Ji et al., 2012; Zhou et 
al., 2018) 。 近 年 来 的 研究 则 发 现 , UV-A 辐射 会 增 
3R PAIK E Belgica antarctica 对 氧化 应 激 的 抵抗 力 
2008 ) , 刺激 赤 拟 耸 盗 
Tribolium castaneum 体内 应 激 反应 基因 Hsps 和 P450 
的 表达 , 2012) ,增强 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera 体内 的 抗 氧 化 酶 活性 、 改 变 保 幼 激素 (JH) 
的 代谢 水 平 并 激活 其 MAPK 信和 号 通路 等 (Meng et al., 





( Lopez-Martinez et al., 


: ( Sang et al. 
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2010; Wang et al., 2012; 刘 小 飞 等 , 2019 ) 。 
NV EKHE Ostrinia furnacalis 是 典型 的 趋 光 性 
昆虫 ,属于 鳞 翅 目 草 蜡 科 ,寄主 范围 广 ,严重 威胁 玉 
米 等 早 粮 作 物 的 产量 和 质量 ( 王 振 营 等 , 2000; E 
雪 艳 和 刘 晓 玲 ,2017 ) 。 关 于 亚洲 玉米 旦 趋 光 的 行 
为 特点 的 研究 表明 其 成 虫 对 UV-A 十 分 敏感 ( 杨 桂 
PME, 1995; 徐 练 , 2016) 。 近 期 的 研究 则 发 
现 UV-A 照射 还 会 影响 趋 光 昆虫 的 繁殖 ,棉铃 虫 成 
虫 在 响应 UV-A 胁迫 后 生殖 力 上 升 ,出 现 生 殖 补偿 
现象 ( 张 长 蝇 , 2010; 王 智 健 和 和牛 长 缕 , 2014), R 
亮 等 (2016 ) 研究 发 现 UV-A 照射 会 促进 烟 粉 乔 
Bemisia tabaci , Vj jg ij Hj Frankliniella occidentalis 和 
桃 是 Myzus persicae 的 种 群 增长 。 然 而 ,关于 UV-A 
如 何 影响 亚洲 玉米 蜡 生 殖 尚 未 见报 道 。 本 研究 克隆 
XUI TE CHR. Vg 基因、 分析 其 序列 特征 和 表达 谱 , 研 
究 其 在 UV-A 胁迫 下 的 表达 变化 ,测定 UV-A 胁迫 后 
亚洲 玉米 坚 的 生殖 力 及 子 代 的 发 育 情况 ,为 深入 研究 
UV-A 胁迫 对 亚洲 玉米 旦 繁殖 的 影响 黄 定 基础 。 









































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 试剂 

所 用 亚洲 玉米 蜡 为 本 实验 室 长 期 饲养 的 昆虫 ， 
幼虫 期 用 人 工 饲料 饲养 , 饲料 配方 参照 乔 利 等 
(2008) 的 配方 ,以 芯 有 蜂蜜 水 的 棉 球 饲 喂 成 虫 , 室 
内 饲养 条 件 为 :温度 27 +1%C 、 相 对 湿度 70% + 上 5% 、 
光 周 期 14L: 10D, 

主要 试剂 包括 Eastep Super RNA 提取 试剂 盒 














(上 海 普 洛 麦 格 生 物产 品 有 限 公 司 ); HiFiScript 
cDNA 第 1 链 合 成 试剂 盒 ( 北 京 康 为 世纪 生物 科技 
有 限 公司 ) ; Master Mix(2 x )[ 生 工 生 物 工程 (上 海 ) 
有 限 公 司 ] ;SanPrep 柱 式 DNA 胶 回 收 试剂 盒 [ 天 根 
生化 科技 (北京 ) 有 限 公司 ] ;SMARTer RACE 5'/3' 
Kit User Manual 试剂 盒 .pMD19-T Vector 大 肠 杆 菌 
Escherichia coli DHSa Lineareized RACE Vector, 
Stellar 及 TB Green 
DimerEraser 获 光 试剂 等 购 自 大 连 宝 生物 工程 有 限 
公司 ;所 有 引物 送 生 工 生物 工程 有 限 公司 合 成 。 
1.2 总 RNA 提取 和 cDNA 的 合成 

取 8 头 亚洲 玉米 蜡 雌 成 虫 , 用 震荡 研磨 央 磨 碎 
后 ,采用 Eastep Super 试剂 盒 提 取 试 虫 的 总 RNA ,用 
NanoPhotometer P-Class 分 光 光 度 仪 检 测 RNA fj y 
度 ,以 1% 琢 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 其 质量 。 根 据 
HiFiScript cDNA 第 1 链 合 成 试剂 说 明 将 提取 的 
RNA 进行 反 转 录 合 成 cDNA 第 1 链 。 
1.3 JEKE Vg 基因 的 克隆 

在 NCBI ( https: // blast. ncbi. nlm. nih. gov/ 
Blast. cgi) 中 下 载 已 知 昆 虫 同 源 Vg 序列 并 比 对 ,用 
Primer Premier 6.0 软件 在 保守 区 内 设计 RT-PCR 引 
物 ( 表 1) ,以 1.2 节 合成 的 cDNA 第 1 链 为 模板 ， 
PCR J^ 38 EI E AK Vg 基因 中 间 片 段 。 反 应 体系 
(25 uL): Master Mix (2 x )R& 12.5 uL, cDNA 模板 
(300 ng/uL)3 PRL， 正 反 向 引物 (10 mmolL) 各 
1 uL, ddH,O 7.5 pL。 反 应 条 件 : 95%C 3 min; 95°% 
30 s, 55% 30 s, 72C 1 min, 35 个 循环 ; 72%C 
10 min PCR 产物 用 1% 琼脂 糖 凝 肌 电 泳 检测 ,确定 


Competent Cells Premix 








表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 















































引物 引物 序列 (5 37) 引物 用 途 扩 增 长 度 (bp) 
Primers Primer sequences Primer use Amplicon size 
OfVg-F ACAAACTCGACCAGCCCTTC 片段 扩 增 EOB 
OfVg-R GAAGTCAGCCTTTGGCATGTT Fragment amplification 
OfVg5'-GSP GATTACGCCAAGCTTAGGAACGCCGAAGTGGTAAG SRAT "T 
OfVg5'-NGSP GATTACGCCAAGCTTCAGATCATCATGGGTTCCTCCT 
OfVg3'-GSP GATTACGCCAAGCTTCTTACCACTTCGGCGTTCCT A EAE bed 
OfVg3'-NGCSP GATTACGCCAAGCTTCAGCTAGTTCCAGCGAAGCTT 
OfVg3'-GSPI GATTACGCCAAGCTTCATTTCACCTTCGCCAGAAA EAR JA85 
OfVg3'-NGSP1 GATTACGCCAAGCTTACTTACCAACATCGCTCAGGC 
yOfVg-F TGGGCACCATCTACCGCTAT OfVg 基因 全 长 验证 
yOfVg-R GCACGATGTAGGAACACGGA OfVe gene full-length verification 2p 
qOfVg-F AGGACTACGGACACTGCCATCA RT-qPCR 检测 目的 基因 T" 
qOfVg-R GTGAACGGTGCTGGCTGCTCT Target gene amplification in RT-qPCR 
qActin-F CCACACAGAACACATGTATAAG RT-qPCR 检测 内 参 基因 ow 
qActin-R ATTCACTGCCAGCTTCATT Reference gene amplification in RT-qPCR 


接头 用 下 划 线 标 出 。The addaptor is underlined. 
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目的 条 带 后 用 SanPrep 柱 式 DNA 胶 回 收 试剂 盒 进 
行 纯化 回收 ,连接 到 pMD19-T Vector 上 并 转化 至 大 
肠 杆菌 DH5a 感受 态 细胞 , 挑 取 单 一 阳性 克隆 经 
PCR 检验 后 送 菌 液 到 生 工 生物 工程 有 限 公 司 测序 。 

根据 已 经 扩 增 获得 的 亚洲 玉米 蜡 Ve 基因 片段 
序列 ,用 Primer Premier 6.0 设计 5'/3'RACE 特异 引 
VJ ( GSP) ARERI I CNGSP) CX 1) ,引物 前 加 
上 接头 GATTACGCCAAGCTT, 4R 据 SMARTer 
RACE 5'/3'Kit User Manual 试剂 盒 说 明 书 分 别 进 行 
3'RACE fI S'RACE 2E S 5X PCR 扩 增 。25 uL 反应 
体系 按说 明 书 加 样 。 反 应 条 件 : 94% 30 s, 55% 
30 s, 72C 2 min, 共 28 个 循环 。 电泳 检测 分 离 纯 
化 回收 后 连接 到 Lineareized RACE Vector 载体 中 ， 
转化 到 Stellar Competent Cells ,克隆 并 测序 鉴定 。 
1.4 TIEKE Vg 基因 序列 拼接 与 分 析 

将 获得 的 序列 用 软件 DNAMAN 6.0 进行 拼接 ， 
然后 在 序列 两 端 设 计 上 下 游 引 物 ( 表 1)PCR 扩 增 全 
长 序列 ,反应 体系 (25 uL): SeqAmp PCR Buffer 
(2x) 12.5 uL, ddH,O 4. 5 uL, cDNA 模板 (300 
ng/uL)3 uL, ER [5] 5| (10 mmol/L) 4& 2 uL, 
SeqAmp DNA Polymerase 1 kL。 反 应 条 件 : 94% 30 
s, 57. 5*C 30 s, 72C 3. 5 min, 28 个 循环 。 单 向 测 
通 后 经 NCBI 中 Blast 工具 进行 比 对 确认 后 获得 亚 
VEXI Vg 基因 的 全 长 序列 , 放 入 ORF Finder 
(http: /www. ncbi. nlm. nih. gov/projects/gorf/ ) 中 分 
析 其 开放 阅读 框 ;使 用 ExPASy ProtParam ( hup: // 
www. expasy. org/tools/protparam. html) 对 有 蛋白质 的 
理化 性 质 进行 在 线 预测 ;采用 MEGA 6.0 软件 对 22 
个 物种 Vg 氨基 酸 序列 用 邻接 法 构建 系统 发 育 树 。 
1.5 亚洲 玉米 蝇 Vg 基因 的 表达 

用 RT-qPCR 对 亚洲 玉米 旦 不 同 发 育 阶段 、 不 同 
组 织 及 不 同 UV-A 照射 下 的 Ve 基因 的 表达 量 进行 
分 析 。 各 组 样品 来 源 或 处 理 如 下 :(1) 不 同 发 育 阶 
段 : 卵 、1 -5 龄 幼虫 、 肉 / 雄 肾 、 雄 成 虫 (羽化 后 0， 
12, 24, 36, 48 和 72 h) 和 雌 成 虫 (羽化 后 0, 12, 
24, 36, 48, 72, 96 和 120 h);(2) 不 同 组 织 : 羽 化 
24 h 雌 成 虫 的 头 ` 足 表皮 、 卵 梨 、. 中 肠 和 脂肪 体 ; 
(3) UV-A 照射 :羽化 后 24 h 的 肉 成 虫 暗 适 应 2 h 
后 ,用 UV-A(320 -400 nm) 灯 管 以 300 jyW/em 的 
强度 进行 照射 OCCK) , 0.5, 1, 1.5,2,2.5,3,3.5 
和 4 了 ,照射 期 间 条 件 和 饲养 条 件 一 臻 。 每 组 样品 或 
实验 处 理 均 设置 3 个 生物 学 重复 ,每 个 生物 学 重复 
分 别 为 : 卵 50 粒 ,1 龄 幼虫 30 头 ,2 龄 幼虫 15 头 ， 
3 -5 龄 幼虫 、 肾 和 成 虫 各 8 头 个 体 。 提 取 试 虫 RNA 
















































































后 反 转 录 ( 方 法 同 1.2 38) ,并 以 亚洲 玉米 蜡 actin A 
因 (GenBank 登录 号 : XM_028313197. 1 ) 为 内 参 基 
因 进 行 实 时 荧光 定量 PCR, 反 应 体系 (20 uL): 
cDNA 模板 (300 ng/uL)]! pL, TB Green Premix 
DimerEraser(2 x )10 pL， 上 下 游 引 物 (10 mmol/L) 
各 1 uL, ddH,0 7 pL。 每 个 生物 学 重复 进行 3 个 技 
术 重 复 。 反 应 条 件 : 95C 30 s; IC 5 s, 60Y 30 s, 
72*C 30 s, 40 个 循环 ; 65% 5 s, 
1.6 UV-A 照射 后 亚洲 玉米 旺 生 殖 及 子 代 发 育 情 
况 测 定 
晴 羽 化 后 一 肉 一 雄 配对 置 于 130 mL 塑料 杯 中 ， 
每 天 暗 期 1 h 后 用 UV-A 灯 管 以 300 W/cm? 的 强 
度 分 别 照射 0(CK) , 1, 2, 3 和 4 上 ,每 天 记录 产 卵 
量 直到 成 虫 死 亡 ,每 处 理 6 对 ,重复 3 次 。 待 雌 虫 开 
始 产 出 大 量 的 卵 ,各 处 理 中 挑选 出 同一 天 刚 产 出 的 
Bil 100 粒 ,进行 饲养 观察 后 ,各 处 理 中 挑选 出 同一 天 
刚 姥 出 的 幼虫 60 头 , 接 着 饲养 后 各 处 理 中 挑选 出 同 
一 天 刚 化 成 晴 40 头 。 观 察 卵 ,幼虫 和 师 的 存活 数 和 
发 育 历 期 ,每 个 实验 处 理 设置 3 个 生物 学 重复 ,每 个 
生物 学 重复 分 别 为 : 卵 100 粒 ,幼虫 60 3E , ij 40 头 。 
1.7 数据 分 析 

在 Excel 2016 中 将 所 得 CQ 值 利用 2 人 “法 
( Livak and Schmittgen , 2001) 对 亚洲 玉米 蜡 Ve 基因 
的 表达 量 进行 相对 定量 分 析 。 实 验 所 得 数据 采用 
SPSS17.0 进行 处 理 , 采 用 Duncan 氏 检 验 法 对 数据 
进行 差异 显著 性 分 析 (P «0.05), WIER,  2]] Hf 
化 肾 率 和 肾 羽 化 率 在 方差 分 析 前 先进 行 反 正弦 平方 
根 转换 。 




















































































































2. 结果 


2.1 亚洲 玉米 蝇 Vg 基因 的 克隆 和 序列 分 析 

以 亚洲 玉米 蜡 肉 虫 cDNA 作为 模板 ,用 一 对 简 
并 引物 OfVg-F 和 OfVg-R 扩 增 并 克隆 测序 得 到 
1 013 bp 序列 ,经 Blast 工具 比 对 发 现 其 核 苷 酸 序列 
与 其 他 同 源 昆虫 的 Ve 序列 具有 较 高 的 一 致 性 ,表明 
该 序列 为 亚洲 玉米 蜡 Ve 基因 的 片段 序列 。RACE 
扩 增 并 克隆 测序 分 别 得 到 5' 35; 366 bp 和 3' 端 
4 381 bp 序列 ,DNAMAN 拼接 获得 5 760 bp 的 全 长 
序列 ,命名 为 OfVg( GenBank 登录 号 : MK782978 ) 。 

OfVg 基因 开放 阅读 框 (ORF ) 长 5 331 bp, 编码 
1 776 个 氨基 酸 ,5' 端 非 编 码 区 和 3' 端 非 编 码 区 分 别 
为 53 和 376 bp, 具 有 加 尾 信号 AATAAA。 编 码 蛋 和 白 
相对 分 子 量 为 202. 10 kD ,等 电 点 为 9. 06 ,分子 式 为 
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Caos: Haie No400 O2680 S72 5 其 中 负电 和 荷 氨基 酸 残 基数 
(Asp + Glu) 为 204, 正 电荷 氮 基 酸 残 基 数 (Arg + 
Lys) 为 236; 稳 定性 系数 为 43. 15 ,说 明 该 蛋白 质 性 
质 相 对 稳定 ;总 平均 玻 水 指数 为 - 0. 558 ,表明 其 为 
亲 水 性 蛋白 质 。NCBI-CDD 蛋白 保守 结构 域 分 析 显 
示 , 亚 洲 玉米 晨 Vg 蛋白 包含 已 知 昆 虫 Vg 中 普遍 存 
在 的 3 个 功能 结构 域 Vitellogenin-N( Vg-N, 第 31 - 


1 M K I L V L G T L I 


A A V T S 


729 位 氨基 酸 ) DUF 1943D ( 4& 762 -1 037 位 氨基 
酸 ) 和 von Willebrand factor type D domainvon( VWD, 
第 1 431 -1 607 位 氨基 酸 ) ;利用 NetOGIyc 工具 得 
到 20 个 0- 糖 基 化 位 点 (图 1)。 应 用 KinasePhos T. 
具 , 分 析 得 到 磷酸 化 位 点 Serine(S) 为 128 ,Threonine 
(T) 为 90,Tyrosine(Y) 为 76; 并 用 TMHMM 在 线 预 
测 ,显示 该 蛋白 无 跨 膜 区 结构 。 
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亚洲 玉米 旦 Vg 基因 序列 推导 的 氨基 酸 序列 


Deduced amino acid sequences of Ve from Ostrinia furnacalis 


信和 号 肽 用 双 下 划 线 标记 ;0- 糖 基 化 位 点 用 单 下 划 直 线 标记 ;阴影 部 分 表示 3 个 功能 域 。The signal peptide is double-underlined, the O-glycosylation 


site is single underlined, and the three functional domains are shaded. 
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2.2 MENU EGKÉE Vg 的 系统 进化 分 析 
在 NCBI 数据 库 中 下 载 半 翅 目 、 膜 翅 目 、 藉 翅 
H 00088 H TAREHA H JE 5 个 目 20 种 昆虫 及 外 和 群 双 须 
H fA Osteoglossum bicirrhosum 的 Vg 氨基 酸 序列 ， 
并 与 亚洲 玉米 蜡 Ve 推导 的 氨基 酸 序列 一 起 采用 NJ 
(neighbor-joining ) 法 构建 系统 发 育 树 ( 图 2)。 结 
表明 ,进化 树 分 为 脊椎 动物 和 昆虫 纲 ( Insecta ) 两 个 
大 支 ,昆虫 与 外 群 明显 区 分 。 昆 虫 纲 的 半 翅 目 、 膜 翅 
目 、. 畏 翅 目 . 双 翅 目 和 鳞 翅 目 都 分 别 聚 在 一 个 分 文 











































































































全 H Hemiptera 100 
100 
E H Hymenoptera 
57 
A WH Coleoptera 
W 双 翅 目 Diptera 
97 99 
€ UH Lepidoptera 
100 
O THES) Vertebrata 
90 
100 
51 
100 
73 
100 
100 
100 48 
82 
100 
99 
100 
图 2 





E Jr p 88888 ELS DIL E AREE; 2H HE LER HE RI 
翅 目 和 双 翅 目 昆虫 亲缘 关系 较 远 ;与 鳞 翅 目 稻 纵 卷 
HHI Cnaphalocrocis medinalis , &j 3£W& Maruca vitrata 
4H — 4k I Chilo suppressalis., Tfj 49 ra. WH sie qx R 
Spodoptera exigua , 9j AXIR Trichoplusia ni | TH AR PX 
WE Papilio xuthus, T ALIR Papilio polytes FN M z& 
Actias selene 聚 为 一 支 , 说 明 昆 虫 Ve 具有 较 高 的 保 
守 性 ,其 亲缘 关系 较 近 ; 且 与 稻 纵 卷 叶 蜡 和 豆 葬 蜡 在 
同一 小 分 支 , 其 亲缘 关系 最 近 。 














Q Ud EEG Cyrtorhinus lividipennis CAJ143739.1) 
Q 绿 言 晴 Apolvgus lucorum CAGT39945.1) 

Q 7 E Geocoris pallidipennis (ALN70475.1) 
Wl 丽 蚜 小 蜂 Encarsia formosa (AAT48601.1) 

B 717; t Apis cerana (AJE68889.1) 





Wl 红 光 能 峰 Bombus ignitus CACQ91623.D 
A HEILE Harmonia axyridis (ASO96848.1) 











A 黄粉 虫 Tenebrio molitor (AAU20328.2) 
A KEPA 
V 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti (AAA99486.1) 











铁甲 Octodonta nipae (AKR04341.1) 














W 小 按 蚊 Anopheles minimus (AHN13887.1) 





«^ 棉铃 虫 Helicoverpa armigera (AGL08685.1) 
O HARIR Trichoplusia ni (XP_026730601.1) 





4 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua (ALR35190.1) 





4 "lbs RUE Papilio xuthus (XP_013168895.1) 











使 Uii RUE Papilio polytes (XP_013148766.1) 
«9 "lx Actias selene (ADB94560.1) 





* ulli Chilo suppressalis CAMD78107.1) 
«9 亚洲 玉米 螟 Ostrinia furnacalis (QIH04838.1) 





€ TEUER Cnaphalocrocis medinalis (AEM75020.1) 
« v» Maruca vitrata (AXY55008.1) 
O 双 须 骨 舌 鱼 Osteoglossum bicirrhosum (AVI01406.1) 


























邻接 法 构建 的 基于 氨基 酸 序列 的 昆虫 Vg 系统 发 育 树 








Fig. 2 Phylogenetic tree of insect Vg proteins constructed by neighbor-joining method based on amino acid sequences 
发 育 树 的 分 支 置 信和 度 检 测 是 利用 Bootstrap 进行 1 000 次 计算 ,分 支 上 的 数值 表示 置信 和 度 。The topology of phylogenetic tree was tested by bootstrap 


analysis (1 000 replicates). The numerical values on the branches indicate the confidence level. 














2.3 亚洲 玉米 晶 Vg 基因 的 表达 模式 分 析 

OfVg 在 亚洲 玉米 蝶 不 同 发 育 阶 段 的 相对 表达 
量 分 析 结 果 显 示 , 肉 成 虫 中 表达 量 显著 高 于 卵 、 幼 
虫 . 晴 及 雄 成 虫 中 表达 量 ( 忆 <0. 05) , EL FE ZI HR V 
和 雄 成 虫 中 低 表达 ;上 肉 成 虫 中 表达 量 先 上 升 后 下 降 ， 
在 羽化 24 h 时 表达 量 最 高 (图 3) 。 亚 洲 玉 米 量 肉 
成 虫 在 羽化 24 h 时 不 同 组 织 中 OfVe 的 表达 量 存在 
显著 差异 ,在 脂肪 体 中 表达 量 远 远 高 于 其 他 组 织 
中 表达 量 (P < 0.05 ) ,在 其 他 组 织 中 仅 少 量 表 达 
















































































(图 4)。 

羽化 24 h BS OHNE JN, BAER Fe] SE UV-A 胁 
38 P. OfVa 的 表达 量 随 照射 时 间 的 延长 呈 先 缓慢 下 
降 后 快速 上 升 、 再 又 降 的 趋势 ;与 对 照 ( 照 射 h) 4H 
比 ,照射 时 间 为 0.5, 1 和 1.5 h 时 ,表达 量 均 下 降 ， 
在 2, 2.5, 3 和 3.5 h 时 表达 量 逐 渐 快 速 升 高 ,在 
3.5 h 时 达到 最 高 (P < 0. 05) ,是 对 照 组 表达 量 的 
3.62 倍 ( 图 5)。 当 照射 时 间 延 长 至 4 h 时 ,表达 量 
又 又 降 到 对 照 组 水 平 以 下 CP<0.05) 。 
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发 育 阶段 中 的 表达 模式 





Fig. 3 Expression pattern of OfVe in different developmental stages of Ostrinia furnacalis 


E: BB Egg; LI - L5 
0 -72 h 的 雄 成 虫 Male adult at O — 72 h after eclosion, respectively; FO 





: 分 别 为 1 -5 龄 幼虫 1st — 5th instar larva, respectively; PF; 1 Female pupa; PM; 雄 肾 Male pupa; MO -72: 分 别 为 羽化 后 
-120: 分 别 为 羽化 后 0 — 120 h FE, d Female adult at O — 120 h after 





eclosion, respectively. 不 同 发 育 阶 段 间 的 基因 表达 量 以 羽化 后 72 h Pun REM 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表 
示 不 同 发 育 阶段 间 的 表达 量 存在 显著 性 差异 (P<0.05，Duncan 氏 检 验 ) The expression levels of gene in different developmental stages were 


normalized to that in male adult at 72 h after eclosion. Data in the figure are mean + SE, and different letters above bars indicate significant differences in 








the expression level between different developmental stages ( P «0.05, Duncan’ s test). 
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图 4 OfVg 在 亚洲 玉米 坚 肉 成 虫 不 同 组织 中 的 表达 模式 

Fig. 4 Expression pattern of OfVe in different tissues of female adults of Ostrinia furnacalis 
HD; 3k Head; LG; Æ Leg; MT; 中 肠 Midgut; FB: 脂肪 体 Fat body; CE; 表皮 Cuticle; OY ; HH Ovary. 不 同 组 织 中 的 表达 量 以 头 中 表达 量 为 
基准 。 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 组 织 间 的 表达 量 存在 显著 性 差异 (P «0.05, Duncan 氏 检验 ) The expression levels 


of gene in different tissues were normalized to that in the head. Data in the figure are mean € SE, and different letters above bars indicate significant 








differences in the expression level between different tissues ( P «0.05, Duncan’ s test). 


2.4 UV-A 照射 对 亚洲 玉米 晶 生 殖 力 及 子 代 发 育 
的 影响 

UV-A 处 理 1, 2 和 3 h/d 肉 成 虫 的 总 产 卵 量 和 
每 日 单 雌 产 卵 量 均 显 著 高 于 未 照射 处 理 的 对 照 组 
(P «0.05) , 且 均 随 照 射 时 间 延 长 先 增 多 后 减少 ,在 
3 h/d 达到 最 大 值 ( 表 2) 。 

UV-A 照射 对 亚洲 玉米 旦 卵 孵化 率 、 化 晴 率 均 




















没有 显著 影响 。UV-A 处 理 组 子 代 晴 的 羽化 率 均 显 
著 降 低 (P <0.05), 且 照射 4 h/d 的 肾 羽 化 率 最 低 。 
UV-A 照射 后 子 代 累积 存活 率 都 明显 低 于 对 照 组 
(363), UV 处 理 组 1, 2 和 3 h/d 子 代 幼 虫 的 发 育 
历 期 都 显著 长 于 对 照 组 (P <0.05) ,在 3 h/d 时 最 
长 , 达 26.11 d; UV-A 处 理 组 子 代 肾 的 发 育 历 期 与 
对 照 组 无 显著 差异 (已 >0.05)( 表 4) 。 
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图 5 OHg 在 亚洲 玉米 晶 雌 成 虫 不 同时 长 UV-A 胁迫 下 的 表达 模式 

Fig. 5 Expression pattern of OfVg in female adults of Ostrinia furnacalis exposed to UV-A for different time 
羽化 后 24 h fiM p ri ru 2 h 后 ,用 UV-A(320 -400 nm) 灯 管 以 300 W/cm? 的 强度 进行 照射 0(CK) ,0.5, 1, 1.5,2,2.5,3,3.5 fll4 h; 
上 肉 成 虫 在 不 同 UV-A 照射 时 间 的 表达 量 以 羽化 24 h 的 未 处 理 的 对 照 (0 h) 中 的 表达 量 为 基准 。 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表 
示 不 同 照射 时 间 之 间 的 表达 量 存在 显著 性 差异 (已 <0.05, Duncan 氏 检 验 ) The female adults at 24 h after eclosion were acclimated to darkness for 
2 h, and then exposed to 300 p W/ em? of UV-A for0 (CK),0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 and 4 h, respectively. The expression levels of OfVg in 


female adults exposed to UV-A for different time were normalized to that in the untreated control (0 h). Data in the figure are mean + SE, and different 


















































letters above bars indicate significant differences in the expression level between different exposure time ( P «0.05, Duncan’ s test). 


表 2 UV-A RATI EY EKAR E Hla SLE RC] 
Table 2 Effect of UV-A radiation on the reproduction of female adults of Ostrinia furnacalis 


UV-A 照射 时 间 (h/d) 总 产 卵 量 ( 单 肉 产 卵 量 ) 每 日 单 肉 产 卵 量 
Radiation time of UV-A Fecundity ( number of eggs laid per female) 











Number of eggs laid per female per day 





0 304.89 +22. 00 c 27.12 +3.01 c 
1 369.78 +22. 18 ab 35.99 +3.18 b 
2 381.89 +19. 88 ab 38.85 +2.05 ab 
3 432.33 +21. 50 a 45.60 +2.04 a 
4 346.67 +9.33 bc 38.08 +2.78 ab 

















cb 1E T 雄 配对 置 于 塑料 杯 中 ,每 天 暗 期 h 后 
每 天 记录 产 卵 量 直到 成 虫 死亡 。 表 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 , 同 列 数据 后 的 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05,Duncan 氏 检 
验 ) One female and one male after pupal eclosion were paired in plastic cups, and exposed to 300 W/cm? of UV-A for 0 (CK), 














UV-A 灯 管 以 300 W/cm? 的 强度 分 别 照 射 0(CK) , 1, 2, 3 和 4 h, 




















1, 2,3, and 4 h/d, respectively. The daily number of eggs laid was recorded until adult death. Data in the table are mean + SE, and 
different letters after the data in the same column indicate significant differences ( P «0. 05, Duncan’ s test). Æ 3 和 表 4 [i] The 
same for Tables 3 and 4. 


表 3 UV-A RRSSESPIEN HR AKERE F, RHEE VALE E 88 3] 4L GR RAEE EB GUI 
Table 3 Effects of UV-A radiation on the egg hatching rate, pupation rate, pupal eclosion rate and 


cumulative survival rate of F, generation of Ostrinia furnacalis 





UV-A REITH Ch/d) 卵 县 化 率 ( % ) IEIRA) HL SE (A ) 累积 存活 率 (% ) 
Radiation time of UV-A Egg hatching rate Pupation rate Pupal eclosion rate Cumulative survival rate 
0 96.33 +0.88 a 90.00 £3.47 a 96.67 +0.83 a 83.81 
1 96.67 +0.88 a 89.44 +2.42 a 92.50 +2.89 ab 79.98 
2 97.00 +0.58 a 90.00 +1.92 a 90.00 +1.44 bc 78.57 
3 97.67 +0.33 a 92.22 +1.47 a 87.50 +2. 89 bc 78.81 
4 93.89 +2.00 a 85.00 +1.44 c 76.07 


95.33 +1.76 a 
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RA UV-A 照射 对 亚洲 玉米 晶 F, 代 幼 虫 
和 晴 发 育 历 期 的 影响 
Table 4 Effects of UV-A radiation on the developmental 
duration of larvae and pupae of F, generation 


of Ostrinia furnacalis 


UV-A 照射 时 间 (h/d) 
Radiation time of UV-A 


幼虫 历 期 (d) 


Larval duration 


Wd) 


Pupal duration 





0 23.71 +0.39 b 6.90 +0.32 a 
1 25.39 +0.44 a 7.18 +0.15 a 
2 25.62 x0.22a 7.24 x0.16 a 
3 26.11 +0.32 a 7.27 +0.14 a 
4 24.15 x0.47 b 7.46 x0.21a 


3 讨论 








OfVg FEITE WE p, rh, rp de os tt b Eres THE JL 
及 其 他 发 育 阶段 ,这 与 小 菜 蛾 Plutella xylostella 和 二 
EMEN, d, Vg 基因 具有 性 别 特异 性 的 结论 (分明 
民 , 2015; Huang et al., 2016 ) 一 致 。 雌 成 虫 在 羽化 
24 h 时 表达 量 达 到 最 高 ,这 可 能 和 亚洲 玉米 坚 上 肉 成 
虫 羽 化 8 -24 h 是 其 二 级 卵 粒 成 熟 期 有 关 ( 钱 仁 贵 ， 
1982) ,在 此 期 间 大 部 分 的 半 成 熟 卵 和 透明 卵 室 需 
要 大 量 的 Vg 蛋白 参与 完成 卵黄 发 生 ,形成 成 熟 的 
卵 粒 , 这 导致 了 0fVe 基因 在 上 肉 成 虫 羽 化 24 h 时 高 
表达 。 雌 成 虫 的 不 同 组 织 中 ,脂肪 体 中 的 表达 量 最 
高 ,其 他 组 织 中 仅 少 量 表达 ,证实 0fVe 的 表达 具有 
组 织 特异 性 ,这 与 邓 瑶 (2018 ) 研究 得 出 的 Vg 基因 
在 肉 成 虫 的 脂肪 体 中 高 表达 结果 相同 。 亚 洲 玉 米 蜡 
OfVa 在 不 同 发 育 阶 段 的 差异 表达 和 在 上 峻 成 虫 的 脂 
肪 体 组 织 中 特异 表达 ,表明 Vg AYE AIR HE 
发 育 中 发 挥 着 重要 作用 。 

紫外 线 是 一 种 能 对 生物 造成 伤害 的 胁迫 因子 
(Schauen et al., 2007) 。 在 本 研究 中 ,亚洲 玉米 蜡 肉 
成 虫 在 UV-A(320 -400 nm) 照射 不 同时 长 下 OfVg 
表达 量 呈 先 缓慢 下 降 后 快速 上 升 . 再 又 降 的 趋势 。 
OfVg 基因 表达 量 在 UV-A 照射 0.5h 和 1h 后 呈 下 
降 趋 热 , 可 能 是 由 于 UV-A 对 亚洲 玉米 蜡 造 成 了 胁 
迫 ,为 保护 自身 免 受 UV 胁迫 带 来 的 损伤 ,不 断 增强 
其 体内 的 抗 逆 能 力 和 防御 系统 来 提高 自身 的 防御 能 
力 ( 王 海 鸿 和 雷 忠 仁 , 2005; Meng et al., 2009) ,这 
必定 会 消耗 机 体 大 量 的 能 量 , 从 而 导致 0fVe 基因 表 
达 量 下 降 。 在 UV-A 照射 1.5, 2, 2.5, 3 和 3.5 h 
时 ,OfVg 表达 量 逐 渐 快 速 升 高 , 且 在 3.5 h 时 表达 量 
达到 最 高 (图 5) ,表明 亚洲 玉米 蜡 适 应 一 段 时 间 过 

























































































后 ,UV-A 照射 可 以 诱导 OfVa 基因 的 表达 ,这 与 棉铃 
虫 在 UV-A 胁迫 后 卵黄 原 蛋白 基因 的 表达 量 显 背 增 
WMR (EA EE RAE IZ, 2014) 相同 。UV-A 照射 
4 h 后 OfVg 的 表达 呈 下 降 趋 势 ,这 可 能 是 由 于 UV-A 
照射 的 时 长 超过 了 亚洲 玉米 蜡 的 最 大 耐 受 性 ,对 虫 
体 造成 了 损伤 ,导致 OHsg 基因 表达 量 降低 。 在 某 
些 昆虫 中 JH 可 介 导 Vg 在 脂肪 体 中 的 合成 ,如 在 赤 
WA AP JH 调节 Vg 合成 (Parthasarathy et al., 
2010) , 5KI& 055 (2012) 发现 UV-A 短 时 胁迫 导致 
棉铃 虫 本 含量 上 调 , 长 时 胁迫 导致 JH. 含量 降低 。 
这 与 本 研究 结果 一 致 。 

Vg 参与 卵黄 发 生 , 卵黄 发 生 能 够 直接 影响 昆虫 
的 繁殖 力 (Amdan ei al., 2006)。 本 研究 结果 表明 ， 
UV-A 照射 显著 影响 亚洲 玉米 蝶 的 总 产 卵 量 和 平均 
产 卵 量 , 随 照射 时 间 的 延长 先 增 多 后 减少 , 且 在 3 hy 
d 时 达到 峰值 ( 表 2)。 这 与 以 上 亚洲 玉米 版 OfVg 
表达 量 升 高 又 下 降 的 结果 是 相符 的 ,表明 一 定时 长 
UV-A 照射 可 以 促进 生殖 ,该 结果 与 栅 铃 虫 H. 
armigera 成 虫 在 一 定时 间 的 UV-A 照射 后 增强 生殖 
力 结果 (Zhang et al., 2011) 一 致 。 亚 洲 玉 米 旦 成 虫 
在 UV-A 照射 不 同时 长 后 ,其 代 累 积存 活 率 和 对 
照相 比 都 有 所 降低 ( 表 3) , 且 F, 代 幼 虫 的 发 育 历 期 
有 上 所 延长 ( 表 4) 。 这 与 东方 粘 虫 Mythimna separata 
在 UV-A 照射 后 F, 代 累 积存 活 率 降低 和 FF 代 生 长 
发 育 历 期 延长 的 结果 (Ali et al., 2016) 相同 。 有 研 
究 显 示 昆 虫 能 够 延长 其 发 育 历 期 ,以 防止 不 利 环境 
条 件 对 它们 生存 造成 影响 (van Ooik et al., 2007) 。 
WHERE F, 代 存 活 率 和 F, 代 发 育 历 期 
均 受 UV-A 照射 影响 ,表明 了 UV-A 是 影响 其 种 群 
发 生 的 重要 环境 因子 。 

总 而 言 之 ,本 研究 表明 亚洲 玉米 蜡 OfVg FEF 
在 于 雌 成 虫 的 脂肪 体 中 ,参与 其 繁殖 期 卵 的 形成 。 
UV-A 照射 一 定时 长 会 诱导 OfVa 表达 量 显著 上 调 ， 
促进 生殖 力 ,而 UV-A 照射 超过 一 定时 间 ,OfVe 表达 
量 受 到 抑制 ,其 生殖 力 开始 降低 。 本 研究 初步 曾 明 
了 亚洲 玉米 版 OHs 在 响应 UV-A 胁迫 的 作用 ,为 深 
入 研究 UV-A 胁迫 对 亚洲 玉米 晶 发 育 和 繁殖 的 影响 
黄 定 基础 。 
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